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Column 3, paragraph [0020]: 

The perfusion cover generally denoted at 1 on the Figures consists essentially of a 
chamber (3) of a suitable plastics where there are channels (8) and (9) that form a 
connection between the respective liquid inlets (6) and the liquid supply connection (10). 
The openings located above the cavities (4) of the multiwell plate (2) for liquid feed are 
provided with short thick tubes (6'). In the cover bottom (5), for the cavities, are arranged 
openings for the liquid outlet (7), which are in turn provided with long thin tubes (7'), which 
serve to draw off medium from the cavity (4) and whose length determine the height of the 
medium column in the cavity (4). The tubes (7') extend almost to the cavity bottom (13). 
The chamber (3) of the perfusion cover (1 ) is provided with an opening for the liquid outlet 
(1 1) that uses an adaptor for connecting a hose. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG 1st gestellt 

® Verfahren und Vorrichtung zur Automatisierung des Medienwechsels in Zellkulturen 
(£5) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine 

Vorrichtung zur Automatisierung des Medienwechsels in 

Zellkulturen und zur Minimierung der Kontaminationsge- 

fahr in Gestalt eines durchsichtigen Perfusionsdeckels fur 

mikroskopierfahige Multiwellplatten. Der Perfusionsdek- 

kel verfugt uber einen zentralen Zu- sowie Abgang fur das 

Kulturmedium. Ober diese kann ein kontinuierlicher bzw. 

diskontinuierlicher Kulturmedienaustausch in jedem der 

einzelnen Wells bewerkstelligt werden. 
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BeschreibuDg 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf cin VerfahreD und 
auf eine Vfoirichtung zur Automatisierung des Medienwecb- 
sels io Zellkulturen und zur MJnimiening der Kontaminati- 
onsgefahr in Gestait eines durchsichugen Perfusionsdeckels 
filr mikroskopierfahige Muldwellplatten. Der Perfusions- 
deckel verfugt Uber einen zentralen Zu- sowie Abgang fur 
das Kultumiedium. Ober ihn kann ein kontinuierlicher bzw. 



weder in einen Abfallbehalter oder, bei gescblossenem 
Kreislauf, in das VbiratsgefaB fur das Kulturmediura mUn- 
det Die Zuflussraien in die Kavitaten der Multiwellplaue 
durch die jeweiligen Medienzuflussoffnungen sind identisch 
und werden durch den Medienzufluss in die Kanale be- 
summt Beim Anhalten des Medienzuflusses in die Kanale 
stoppt der Mediumaustriu aus den sechs Offnungen fiir den 
Medienzufluss. Um ein Oberlaufen des Kulturmediums in 

a;*\,„ „ r x, V T — - den Kaviiaten zu verhindem, wild das Medienvolumen in 

tekontamerlicher Kultuimedienaustausch in jedem der 10 den Kavid&en dutch Absaugeo von 0»2mbta£ 

Pert^onsdeckel Uber den zentralen Zulauf mittels Absaugrohre konstant gehalten. Das AbCnwLTr 

S M, eme fi X, f rnePUD, r angeSChl0SSeD - dne exleme Pumpe be werkstcmgL D^beSdTe A^auS 

[0002] Muluwellplatten sind seit vielen Jahren fur die stung h6her als die Zuflussleistung dnzustellen iKfifa 

Kulnv.erung von Zelleo und Geweben in der Zellkulturtecn- ,5 vortdlhafte Gesullung S2J5?K£5£ 

mk bekannt Zum Schutz der Zellkulturen vor Kontamina- ges Absaugen aus alien Kavitaten dehTrgSteUt DastS- 

uonen dureh Fremdtame werden die Muldwellplatten mi. pen der Absaugpumpe fuhrt nicht JSm^S- 

einem passenden Deckel vetschlossen. Abhangig von den in fluss uber die Mediumabflusskanale inT&SZS, 

I" ^STZ * achsenden ™" Geweben * ™ *» nuucimale FUllvolumen der Kavitaten is 7duS de uZ 

gelmaBiger Medienaustausch zum Erhalt der VitaM, der 20 der Absaugkanttien gegeben 8 

Kulturen notwendig (Paul J : Cell and Tissue Culture. 5th [0009] Das erfindungsgemSBe Gerat besteht aus einer 

E^vm^ton.Edmburgh.WS). . Kombination bekannL Elemente (nSkopMge 

[0003 Der manuelle Medienwechsel ist zeitaufwendig MultiweUplatte mit einem passenden DeckeL SS 

und bug, die permanente Gefabr einer Kontamination mit und neuenAusgestaltungen Surch7chdg« 5SfSS5 

^TA DmS,C K^ ey A R D L V AnimalCe,1CultUre: 25 kel ""^P^Bode^soLzu-undAbSg» 
£££ f f PP ^ IndBlA R.Uss,NewYork, 1987). fur den automansierten KultuiniedumaustSKch 

SuSnt toSr 7 f^T^ ge8MSeiti8 beei ° fluSSen Und in ihrer — ClZiung 
tarSSSTr h - gleichzeiug die Kon- einen Gebrauchsvorteil (synergisuschen Effekt) und den er 

^nanonsgef^rzum 1 n,m 1 eren. strebtenErfolgergeben.&rdiin Heg^dassesnunmSrw- 

Jl ^ r " dle /f r Auf 8. abe wurd * n ei " » ling,, den Medienwechsel zu automaton und gSri- 

SS^fcST ch ^ n 6 7 t ^ s ^«"«durchsichtige„Perfu- tfgdieKontamkado^getozumirnjmeren.DieSSg 
sionsdeckels entwickelt, derer. Aufgabe darin besteht, die betrifft raithin ein Verfehren zur AutomatisierungTes Me 
Tfn^LTfZ rF S ? aUUeD ' definie «T V ° 1Umina di^wechsels in Zellkulturen undzurMinimierung der Kon- 
^nt, h 10 ^T? emZ f " en VW " taraination ^ sowie eine Vorrichtung dafur in GesSt 

brauchtes Medium abzusaugen Die Konstruktion der Erfin- 35 eines durchsichtigen Perfusionsdeckels (1) fur miktosko- 
dung gewahr eistet idenusche Medienvolumenzugaben in pierfahige Muldwellplatten, der aufgmnd eines ToSten 
jede der Kavitaten und verhindert aufgrund der Absauglei- Bodens eine Hohlkammer ausbildet. 

SETt tSf ° f ^ . , , [0010] 061 «fin°ungsgemaBe Perfusionsdeckel (1), pas- 

IW06] Uberraschenderwe.se hat sich herausgesteUt, dass send fur eine mikroskopierfahige MuldweUpiatte (2) Jeist 

be. Parailelschaltung idenUscher Kanale zu den einzelnen 40 am Deckelboden (S), der jeweiligen KavM (^direkT™ 

Kav^tenemzentMerKaualzurMedienzufuhrzumPerfu- genOber Uegend (F^ 2),je J eu^SuSSlSS 

LSSrt- ,st u , nd auf ein , e aufWendige Rvss R^ eine »-i — h*4B3SHSS 

SS1;XI ^ CinZelnen Di l 0ffi,Ung ^ n-^eitszufluss (6) wind duici ein 

M S ^ !? , . senkrechtes dickes kurzes Rohr («■), die Offhung filr den 

SiSfTTTf ^ „ pa f Send z " e Der mikroSk °- 45 ^sigkeitsabfluss (7) durch ein senkrecbtes diinnes langes 

pierfahigen MulUweUplatte e,n Perfusionsdeckel fur den au- Rohr (7) verlSngert, wobei die Rohre fur den HussiS 

tomausierten Kultum^umaustausch mittels einer exter- zufluss (6") uber kleine geschlossene, gleich lange KanaJe 

nen Pumpe bere.tgesteU L Der rechteckige Deckel besittt ei- gleichen Durchmessers (8) im Inneren SoS^Q) 

ZSStZ , • WOd " rcheine Hoh ^er ausgebi.- zusammengeffihrt werden und dann in?»SSS2 

•i ur. unteren, zur Kav.tat weisenden Boden sind je- SO (9) miinden, an dessen auBerer OfTnung (10) der Schlauch 

weds zwe, Offnungen pro Kavitat der MuldweUpiatte ange- fur den zentralen Kulturmedienzufluss Inglu^ nlw 

bracht, wobe. eine OfTnung fiir den Me^enzufluss und eine Dabei weist die Srimseite der Hohlkam^r^S 

fUr den Medienabfluss vorgesehen isL Die Offhung filr den eine Offhung mit einem Adapter (z. B. Luer) fur einen™ 

K£ U 9 h„' St nnt , eme,n , k • Ur^en • t Ckt ° to 060 ScWauch ^ den KulUUenabfluss W aus ^r 

den Medienabfluss mi, einem dunnen, lingeren Rohr verse- ss Hohlkammer (3) auf, Uber den die FlUssigkeit, die durch die 

FlUssigkeitsabsaugrohre (7") in die Hohlkammer (1) gelangt, 
diese dort verlasst 

[0011] Der Perfusionsdeckel ist dadurch gekennzeichnet, 

t . . < , assindenZuflusskanalen(8)dasZuflussrohr(6 , )integriert 

nen ichlauch an der schmalen Seite der Hohlkammer mUn- 60 ist und die Kanale (8) aus einem Suick gefertigt sind,^hne 

? 8 ""'o T ^^ B- ^er) dabei (Steck-)Verbindungsstellen aufzuleiJ. Die S 

zum Anschluss ernes extemen Schlauchs ist direk, mit der form des Perfusionsdeckels (Fig. 3) ist mi, alien handelsUb- 

KSTrTr^ • , ^ BchenMuldweUplaUenidendsch. 

SSl^^°, D T e,Se 8 P^^^J 81 <»a- TO Die Absaugrohre (7) des Perfusionsdeckels (Fig. 

durch gekennaachnet, dass eine exteme Pumpe verbrauch- 65 3) besitzen einen geringeren Innendurchmesser als die Z^ 

^.ertnThirru sV KaV,tateD ^ di f "u ^ RoSSK,hK ^ ^ Absaugrohre (T), weisen senkrecht 
^"J* , . n * e Hohlkammer und von dort durch die im Abstand von ca. l-10mm (Fig. 1) vom Kavilatenrand in 
curette Otfnung in den extemen Schlauch absaugt, der ent- die Kavitaten (4) der Muuiwellplatte (Fig. 2). Die Zufluss- 
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hen, welche jeweils senkrecht in die Kavitat hineinweisen. 
Die Rohre fur den Medienzufluss fiihren uber gleich lange, 
geschlossene Kanale zu einem zentralen Kanal, welcher in 
eine Offhung mit einem Adapter (z. B. Luer) fiir einen exter- 
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rohre (G), die ca. 2-17 mm vom Kavitatenrand enifemt lie- 
gen, weisen senkrecht in die Kavitaten (4) der Bodenplatte 
(Fig. 2) wid besitzen den grbBtmdglichen Abstand zu den 
Absaugrohren (Fig. 1 (12)). Das Absaugrohr (T) ist langer 
als das Zuflussrohr (€) und stellt eine ausreichende Benet- 
zung des Kavitatenbodens (13) sicher. Das Zuflussrohr (6') 
ist so kurz gestaltet, dass an ihm gebildete Tropfen abreiBen, 
ohne zuvor die Fliissigkeit in den Kavitaten (4) beriihrt zu 
haben. 

[0013] HandelsQbhche dreidimensionale Kulturtrager 
(14) konnen in die Kavitaten (4) der Bodenplatte (Fig. 2) 
eingesetzt werden, wobei die nussigkeitszufuhr Uber das 
Zuflussrohr (6*) des Perfusionsdeckels ins Innere des dreidi- 
mensionalen Kultiirtragers (14) erfolgt und der Fliissigkeits- 
abfiuss uber das Abflussrohr (7) des Perfusionsdeckels er- 
folgt, das zwischen der AuBenwand des dreidimensionalen 
Kulturtragers (14) und der Kavitatenwandung (15) zu posi- 
tionieren ist 

[0014] Die seitlichen Offnungen (10, 11) an einer beliebi- 
gcn Seite des Perfusionsdeckels (Fig. 4) sind fur die Fliissig- 
keitszu- (10) und -abfiihrung (11) als Schlauch- Adapter ge- 
staltet, welche an der AuBenwandung des Perfusionsdeckels 
abschlieBen. 

Ausfuhrungsbeispiel 

[0015] Die Erfindung wird im folgenden anhand der Figu- 
ren (Figur) an dera Ausfuhrungsbeispiel einer 6-Wellplatte 
nahererlautert, ohne auf dieses Beispiel beschrankt zu sein. 
Es zeigen: 

[0016] Fig. 1 eine seitliche Rontgendarstellung durch die 
mit dem Perfusionsdeckel versehene Multiwellplatte; 
[0017] Fig. 2 eine Draufsicht der Multiwellplatte; ' 
[0018] Fig. 3 eine Rontgendarstellung der Draufsicht des 
Perfusionsdeckels; 
[0019] Fig. 4 eine Seitenansicht der mit dem Perfusions- 
deckel versehenen Multiwellplatte. 
[0020] Der in den Figuren allgemein mit 1 bezeichnete 
Perfusionsdeckel besteht im wesentlichen aus einer Hohl- 
kammer (3) aus einem geeigneten Kunststoff, in der sich die 40 
Kanale (8) und (9) befinden, die die Verbindung zwischen 
den jeweiligen FlUssigkeitszuflUssen (6) und dem Anschluss 
fiir den Flussigkeitszufluss (10) bilden. Die uber den Kavita- 
ten (4) der Multiwellplatte (2) befindlichen Offiiungen fur 
die FlUssigkeitszufuhr sind mit kurzen dicken Rohren (6') 45 
versehen. Pro Kavitat sind in den Deckelboden (5) Offnun- 
gen fiir den FlUssigkeitsabfluss (7) eingebracht, die, wie- 
derum mit langen dtinnen Rohren (7 1 ) versehen, zum Absau- 
jeen des Mediums aus der Kavitat (4) dienen und deren 
lLange die Hohe der Mediensaule in der Kavitat (4) bestim- 
^fmen. Die Rohre (7) reichen fast bis auf den KavitStenboden 
(13). Der Hohlraum (3) des Perfusionsdeckels (1) ist mit ei- 
ner Offnung fur den FlUssigkeitsabfluss (11) versehen, die 
Uber einen entsprechenden Adapter zum Anschluss eines 
Schlauchs verrugt 

[0021] Der Abstand (12) zwischen den Offnungen (6) und 
(7) ist so zu wahlen, dass, einerseits, die Offiiungen (6) und 
(7) innerhalb der Wandungen (15) der jeweiligen Kavitat (4) 
liegen und, andererseits, die Einbringung eines Kulturtra- 
gers (14) dergestalt moglich ist, dass die Offhung (6) mit 60 
dem Rohr (6) in den Kulturtrager hinein sowie die Offhung 
(7) mit dem Rohr (T) m den Spalt zwischen Kulturtrager 
und Kavitatenwandung ragt. 
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1 Perfusionsdeckel 

2 Multiwellplatte 



3 Hohlkammer 

4 Kavitat 

5 Deckelboden 

6 Flussigkeitszufluss 
6* Kurzes dickes Rohr 

7 Riissigkeitsabfluss 
T Langes dunnes Rohr 

8 Kanale gleicher Lange und 

9 Zentraler Kanal 

10 Offhung FlQssigkeitszufluss 
U Offhung Flflssigkeitsabfluss 

12 Maximaler Abstand 

13 Kavitatenboden 

14 3D-Kulturtrager 

15 Kavitatenwand 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Automatisierung des Medienwech- 
sels in Zellkulturen und zur Minimierung der Kontami- 
nationsgefahr, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
durchsichtiger Perfusionsdeckel fllr mikroskopierfa- 
hige Multiwellplatten eingesetzt wird, der aufgrund ei- 
nes doppelten Bodens eine Hohlkammer ausbildet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass bei Parallelschaltung identischer Kanale zu 
einzelnen Kavitaten der Multiwellplatte ein zentraler 
Kanal fur die Medienzufuhr zum Perfusionsdeckel ein- 
gesetzt wird. 

3. Vorrichtung zur Automatisierung des Medienwech- 
sels in Zellkulturen und zur Minimierung der Kontami- 
nationsgefahr in Gestalt eines durchsichtigen Perfusi- 
onsdeckels (1) fiir mikroskopierfahige Multiwellplat- 
ten (2), dadurch gekennzeichnet, dass er aufgrund eines 
doppelten Bodens eine Hohlkammer (3) ausbildet 

4. Durchsichtiger Perfusionsdeckel (1) nach Anspruch 
3, passend fiir eine mikroskopierfahige Multiwellplatte 
(2), welcher am Deckelboden (5), der jeweiligen Kavi- 
tat (4) direkt gegenuber liegend (Fig. 2), je eine OfT- 
nung fiir Flussigkeitszufluss (6) und eine Offhung zum 
FlUssigkeitsabfluss (7) aufweist, welche dadurch ge- 
kennzeichnet sind, dass die Offhung fur den Flussig- 
keitszufluss (6) durch ein senkrcchtes dickes kurzes 
Rohr (<F), die Offhung fiir den FlUssigkeitsabfluss (7) 
durch ein senkrcchtes dunnes langes Rohr (T) verlan- 
gert werden, wobei die Rohre fiir den Flussigkeitszu- 
fluss (6') uber kleine geschlossene, gleich lange Kanale 
gleichen Durchmessers (8) im Inneren der Hohlkam- 
mer (3) zusammengeftihrt werden und dann in einen 
dicken Kanal (9) munden, an dessen auBerer Offhung 
(10) der Schlauch fiir den zentralen Kulturmedienzu- 
fluss angeschlossen wird, wobei die Stimseite der 
Hohlkammer (3) dadurch gekennzeichnet ist, dass sie 
zusatzlich eine Offhung mit einem Adapter fiir einen 
externen Schlauch fur den Kulturmedienabfluss (11) 
aus der Hohlkammer (3) aufweist, Uber den die Flus- 
sigkeit, die durch die FlUssigkeitsabsaugrohre (T) in 
die Hohlkammer (1) gelangt, diese dort verlasst 

5. Perfusionsdeckel nach den Anspriichen 3 und 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass in den Zuflusskanalen (8) 
das Zuflussrohr (6*) integriert ist und die Kanale (8) aus 
einem Stuck gefertigt sind, ohne dabei (Steck-)Verbin- 
dungsstellen aufzu weisen. 

6. Perfusionsdeckel nach den Anspriichen 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Passform des Perfusi- 
onsdeckels (Fig. 3) mit alien handelsUblichen Multi- 
wellplatten identisch ist. 

7. Perfusionsdeckel nach den Anspriichen 3 bis 6, da- 
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durch gekennzeichnet, dass die Absaugrohre (7) des 
Perfusionsdeckels (Fig. 3) einen geringeren Innen- 
durchmesser ira Vergleich zu den Zuflussrohren (6 1 ) 
aufweisen. 

8. Perfusionsdeckel nach Anspruch 6, dadurch ge- 5 
kennzeicbnet, dass die Absaugrohre (7) senkrecht im 
Abstand von 1 bis 10 mm (Fig. 1) vom Kavitatenrand 

in die Kavitaten (4) der Multiwellplatte (Fig. 2) wei- 
sen. 

9. Perfijsionsdeckel nach Anspruch 6, dadurch ge- 10 
kennzeichnet, dass die Zuflussrohre (&) senkrecht in 
die Kaviiaten (4) der Bodenplatte (Fig. 2) weisen und 2 
bis 17 mm vom Kavitatenrand entfernt liegen und den 
groBtmoglichen Abstand zu den Absaugrohren aufwei- 
sen (Fig. 1 (12)). 15 

10. Perfusion sdeckel nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Absaugrohr (T) langer als das 
Zuflussrohr (6*) ist und eine ausreichende Benetzung 
des Kavitatenbodens (13) sicherstellt, und dass das Zu- 
flussrohr (<F) so kurz ist, dass an ihm gebildete lYopfen 20 
abreiBen, ohne zuvor die Fliissigkeit in den Kaviiaten 
(4) beruhrt zu haben. 

11. Perfusionsdeckel nach den Anspriichen 8 und 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass handelsublicbe dreidi- 
mensionale Kulturtrager (14) in die Kavitaten (4) der 25 
Bodenplatte (Fig. 2) eingesetzt werden konnen, wobei 
die FlUssigkeitszufubr iiber das Zuflussrohr (60 des 
Perfusionsdeckels ins Innere des dreidimensionalen 
Kulturtragers (14) erfolgt und der Flussigkeitsabfluss 
iiber das Abflussrohr (T) des Perfusionsdeckels erfolgt, 30 
das zwischen der AuBenwand des dreidimensionalen 
Kulturtragers (14) und der Kavitatenwandung (15) zu 
positionieren ist. 

12. Perfusionsdeckel nach den Anspriichen 3 und 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass die seitlichen Offtaungen 35 
(10, 11) vorzugsweise an der Stirnseite des Perfusions- 
deckels (Fig. 4) fur die Fliissigkeitszu- (10) und -ab- 
fiihrung (11) als Schlauch- Adapter gestaltet sind 
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